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pcDNA3. 1- flag-pygo2真核表达载体的构建
及在 C6细胞中的表达
王海东1,王占祥1* , 马永会1,谭国伟1,骆启聪2,程  鹏2
( 1.厦门市第一医院 神经外科,福建 厦门 361001; 2. 厦门大学生命科学院 发育与肿瘤细胞实验室)
摘要: 目的  构建 pcDNA3. 1- flag-pygo2 真核表达载体并在 C6 细胞中进行表达。方法  从小鼠脑胶质细胞中提取
总 RNA, RT-PCR法反转录合成 c DNA,设计引物, 调取目的片段, 与 pcDNA3. 1- flag 载体连接后转化大肠杆菌 DH5A, LB
平板筛选菌落, 提取质粒。重组质粒 pcDNA 3. 1- flag-pygo2 经过酶切鉴定及测序后, 阳离子脂质体法转染 C6 细胞并经
免疫细胞化学染色及蛋白印迹检测重组体的表达。结果  重构质粒 pcDNA 3. 1- flag-pygo2 经限制性核酸内切酶 EcoR
Ñ , HindÓ 酶切分析及测序检查, 表明真核表达载体构建正确; 瞬时转染 C6 细胞后, 免疫细胞荧光染色及蛋白印迹检
测表明转染细胞能够表达外源Pygo2 基因。结论  成功构建了 pcDNA3. 1- flag-pygo2 真核表达载体并能够在真核细胞
中进行表达, 这为今后研究 pygo2 基因在胶质瘤中的作用机制奠定了基础。
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Construction of eukaryotic vector pcDNA3. 1-flag-pygo2 and expression in C6 cell  WANGHai-dong , WANG Zhan-xiang , MA
Yong-hui, et al. ( Department of Neurosurgery , The First Hospital of Xiamen City , Fuj ian, Xiamen 361001, China)
Abstract: Objective To construct the eukaryotic expression vector pcDNA3. 1-flag-pygo2 and express the combined protein in
C6 cell line.Methods  To extract total RNA from primary glial cell of mouse and to synthesize c DNA by RT-PCR, then design
primer and clone whole segment of pygo2 gene. After the targeted gene was inserted into vector pcDNA3. 1-flag, the recombined plamid
was transformed into E coli DH5A for LB  agar plate screening and the recombined plasmid were extracted and purified. After verif-i
cation by double enzyme digestion and sequencing. , the constructed eukaryotic expression plamid was transfected to C6 cell line by
lipofectamin method, finally the protein expression was detected by immunocytochemical staining as well as western blot.Results The
new constructed vector was confirmed by restricted enzyme Eco R I, HindIII digestion assay and correct Pygo2 was verified by sequen-
ceing. finally , pcDNA3. 1- flag-hpygo2 can express exogenous pygo2 gene in glioma C6 cell line after transient transfection by the deter-
mination of immunocytofluorescent staining and western blot. Conclusion  The new plamid pcDNA3. 1- flag-pygo2 was constructed
successfully , and can express fused protein in eukaryotic cell, which establish the foundation for future research on pygo2 gene function
in human glioma.
Key words:C6 cell; vector; eukaryotic expression; wnt signaling
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1. 1  材料
TRIzolReagent . SuperScript反转录试剂盒及 Lipo-
fectamine转染试剂盒,均购自 GibcoBRL 公司。各种
限制性内切酶及修饰酶, 购自 TaKaRa 生物制品公
司。含 flag 标签的 pcDNA3. 1质粒由厦门大学李博
安教授馈赠。鼠抗人 ant-i flag 抗体购自博士德公
司。质粒小量抽提试剂盒及胶回收试剂盒购自上海
华舜生物工程有限公司。限制性核酸内切酶 Eco R
I,HindIII, T4DNA连接酶, DNA分子量标准(入 DNA/
Hind III digest )购自大连宝生物工程有限公司。阳
离子脂质体 Lipofect in Reagent购自 Invitrogen 公司。
Ant-i flag 多克隆抗体购自Upstate公司。
1. 2  方法
1. 2. 1  总RNA提取  大鼠原代胶质细胞的培养及
RNA的提取  以大鼠原代胶质细胞总 RNA 为模板
克隆 pygo2基因, 原代细胞的分离、培养按我室常规
进行, 以 DMEM, 100 ml/ FBS 培养。10A7 细胞经
TRIzol( Gibco)试剂盒提取总 RNA,以 A260 nm/ A280
nm比值及凝胶电泳鉴定其质量,确定其含量。
1. 2. 2  引物设计  按载体pcDNA3. 1的要求, 扩增
的Pygo2含启动子的编码序列, 无读码框内终止信
号, 全长为 1 200 bp, 为方便将 RT-PCR 产物装入
pcDNA3. 1载体中, 在上游引物 5c端加上酶切位点
Hind Ó ,在下游引物 5c端加上酶切位点 Eco R I, 经
计算机模拟分析,引物自身不会互补或形成发夹结
构。上游引物 5cCCCAAGCTTGCCGCCTCGGCG3c(酶
切位点: Hind Ó ) ; 下游引物 5cCCGGAATTCTCACC-
CATCGTTAGCAGCC3c(酶切位点: Eco R Ñ ) , 上游引
物含起始密码子, 下游引物不含终止密码子,该引物
扩增的靶序列全长 1 200 bp。
1. 2. 3  目的片段的体外扩增及回收与纯化  以反
转录合成的 c DNA为模板, 加入引物, 用 PCR 仪扩
增目的片段, PCR反应条件 94 e 预变性 5 min; 94 e
变性30 s, 60 e 退火 30 s, 72 e 延伸 2 min,扩增 35个
循环;最后 72 e 延伸 5 min。用含 EB的 1%琼脂糖
凝胶电泳,紫外线下观察分离 DNA 片段位置, 切胶
回收并纯化目的基因片段。
1. 2. 4  重组体的构建与鉴定  将PCR扩增产物酶
切、连接入改造过的含 flag 标签的 pcDNA3. 1中, 以
获得 pygo2- flag 融合基因表达载体 pcDNA3. 1-flag- /
pygo2。连接产物转化感受态大肠杆菌 DH5A后, 在
含氨苄青霉素的平板中筛选挑取菌落后抽提质粒。
构建的载体用HindI Ò , Eco R Ñ酶切鉴定,酶切鉴定
正确后,进行 DNA序列的测定。pcDNA3. 1- flag 的酶
切体系¹ 10 x K缓冲液: 5 Ll; º10 xBSA: 5 Ll; »Eco
R I ( 12 U/ Ll) : 1. 7 Ll; ¼Hind III; ( 10 U/ Ll) : 2 Ll; ½
PCR产物或 pcDNA3. 1- flag 约 2 Ll; ¾ 加灭菌蒸馏水
至 50 Ll。37 e 饱和酶切 1- 2 h。连接反应体系及
条件 ¹ 10 xT4连接酶缓冲液: 1 Ll; ºT4连接酶( 3/
Ll) : 0. 5 Ll; »酶切后回收的 PCR产物: 1 Ll; ¼酶切
后回收的 pcDNA3. 1- flag: 4 Ll; 加灭菌蒸馏水至 10/
Ll。16 e 反应 8小时以上。
1. 2. 5  pcDNA3. 1- flag-pygo2转染 C6细胞及表达检
测  ¹ C6细胞的准备。用含 10%胎牛血清的 RP-
MI1640培养基,常规培养、传代。正常 C6细胞为三
角形或梭形贴壁细胞。将生长状态良好的 C6细胞
按( 1- 2) @ 105/孔接种于装有盖玻片的六孔细胞培
养板中。无抗生素的 RP-MI1640培养液 2 ml, 37 e ,
5% CO2常规培养。待细胞贴于盖玻片生长, 布满
约 80%时即可进行转染。每孔加入 1 Lg 待转染质
粒,按试剂盒说明书进行细胞转染。º质粒转染及
蛋白表达的检测。蛋白印迹检测: Lipofactamine2000
和 pcDNA3. 1- flag- / hpygo2(对照组为空载体 pcDNA3.
1- flag)瞬时转染 C6细胞, 于 48 h 收获细胞,抽提细
胞总蛋白行 Pygo2和 flag 的Westernblot分析,一抗体
浓度1B2 000,二抗为 1B5 000。细胞爬片免疫荧光:
转染48小时后,将细胞爬片用40 g/ L 多聚甲醛室温
固定30 min, PBS洗3次, 加入 1B20稀释的灭活正常
兔血清,于 37 e 孵育30 min,分别加入 1B500稀释的
一抗鼠抗FLAG抗体和兔抗鼠 pygo2抗体,孵育 1 h,
再加入 1B100稀释的二抗 FITC-山羊抗鼠 IgG抗体
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和FITC-山羊抗兔 IgG 抗体, 37 e 孵育 1 h, PBS 洗 3
次,在荧光显微镜下观察并照相。
2  结果
2. 1  RNA提取及 RT-PCR  细胞总RNA溶于适量
TE,经 8 g/ L 琼脂糖凝胶电泳鉴定出现明显的 18S
和28S两条带 (图 1) , A260 nm/ A280 nm 比值为 1.
90,经 RT-PCR扩增 pygo2 基因, PCR 产物经 10 g/ L
琼脂糖凝胶电泳后, 在 1 200 bp处可见目的条带。
图 1 总 RAN 电泳结果
2. 2  重组真核表达载体 pcDNA3. 1-flag-pygo2的鉴
定  酶切所构建的真核表达载体后, 经10 g/ L 的琼
脂糖凝胶电泳显示,构建的载体用Hind Ó , Eco R Ñ
酶切可切出 1. 2和 5. 4 kb的两条带, 和预期的结果
一致(图 2)。进行 DNA 测序, 结果表明插人序列与
在GenBank 中检索到的 hpygo2 cDNA序列( GenBank
accession: NC- 000069)完全一致, 插人方向正确, 无
密码子突变、缺失(资料未显示)。
2. 3  western 印迹定量分析 Pygo2 的表达变化  
Western免疫印迹分析结果显示,杂 flag 抗体时 pcD-
NA3. 1- flag-hpygo2 转染组和空质粒组均有条带, 空
白组未出现条带。43 KD处有条带, pcDNA3. 1转染
组与未转染组未见条带(图 3)。
2. 4  直接免疫荧光检测重组真核表达载体在 C6
细胞中的表达  以FITC标记的山羊抗鼠 IgG抗体对转
染细胞进行染色,发现转染 pcDNA3. 1-flag-pygo2的 C6
细胞染色在绿色激发光下呈阳性,阳性物质主要位于




1空白组; 2 空标签质粒组; 3融合蛋白表达组
图 3 蛋白印迹分析显示结果
A: nuclear staining of U251 cells transfected w ith pcDNA3. 1-flag- /hpygo2( @ 400) ; B:w ithout nuclear saining in U251 cells transfected with pcD-
NA3. 1( @ 400)
图 4 pygo2-flag 融合蛋白在 U251细胞中的表达

















组在 2002 年同时发表论文, 在果蝇中发现在 B-
catenin下游仍然存在新的功能蛋白, 它们都克隆了
















Cathy M, [ 5]等对卵巢上皮细胞癌系及 125例卵巢上
皮癌手术后标本进行免疫组化分析, 发现 6个细胞
系和 82%肿瘤标本相对于正常细胞卵巢上皮系和

















能。一般而言, 使用 pcDNA3. 1进行重组蛋白的表
达水平要高于其他单纯启动子的表达水平 2- 5倍。
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